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摘要 利用 甲醇 营养 型 毕 赤 酵 脉 生产 猪 o 干 扰 素 (pIFN-o)， 诱 导 过 程 一 般 在 高 细胞 密度 、 定 值 控制 甲醇 
浓度 于 5-10 g/L 下 进行 ， 此 时 、 溶 解 氧 浓度 (DO) 自然 下 降 到 接近 于 0 的 水 平 。 如 果 高 好 和 氧 的 毕 赤 酵母 
长 期 处 在 高 甲醇 / 低 DO 的 诱导 浓度 环境 会 导致 其 代谢 活性 恶化 ; 胞 内 甲醇 积累 严重 ; pIFN-a 表 达 生 产 效 
率 低 。 为 此 ， 提 出 了 一 种 甲醇 周期 诱导 控制 策略 来 强化 pIFN-a 生 产 。 先 将 甲醇 控制 于 高 浓度 达 7h:; 再 
降低 甲醇 流 加 速率 、 将 DO 控制 在 ~20% 约 4h， 一 共 重 复 6 个 循环 。 采 用 上 述 周 期 控制 策略 ， 毕 赤 酵 母 
代谢 活性 可 以 长 期 维持 在 较 高 水 平 ; 胞 内 甲醇 处 于 极 低 水 平 (三 0.003 g/g-DCW)、 解 除了 甲醇 毒性 效应 ; 
pIFN-Q 活 性 达到 3.90x107IU/mL 的 最 高 水 平 ， 是 定 值 控制 甲 醇 浓度 时 的 1.86 13. 
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将 状态 变量 《如 浓度 、 细 胞 比 生 长 速度 / 底 物 比 消耗 速度 等 ) 定 值 控制 在 恒定 水 平 ， 是 
实现 发 酵 过 程 优化 的 最 常见 的 控制 方法 。 但 是 ， 周 期 控制 (periodic control)、 无 论 是 自发 的 
(self-generated) 还 是 强制 型 的 (forced)， 在 某 些 特定 情况 下 比 定 值 控制 具有 明显 的 优势 。 
所 谓 周期 控制 ， 就 是 将 状态 变量 以 一 定 的 周期 /频率 、 从 一 个 状态 (环境 ) 切换 成 男 一 个 不 
同 的 状态 ， 并 具有 一 定数 量 的 周期 重复 循环 次 数 。 

周期 控制 在 发 酵 过 程控 制 领域 也 有 一 定 的 应 用 和 研究 报道 。Cheng 等 中 利用 带 遗 传 质粒 
的 Saccharomyces cerevisiae 分 批 补 料 发酵 生 产 有 - 半 乳 糖苷 酶 , 并 分 析 了 低 和 葡萄 糖 浓度 ( 饥 钱 ) 
对 携带 质粒 细胞 和 无 质粒 细胞 的 影响 。 由 于 无 质粒 细胞 对 环境 变化 的 反应 要 快 于 带 遗 传 质 
粒 的 细胞 ， 因 此 在 葡萄 糖 充足 的 环境 中 生长 快 于 带 遗 传 质粒 的 细胞 ， 当 和 葡萄糖 耗 尽 的 时 候 ， 

其 死亡 或 者 裂解 速率 更 快 。 根 据 上 述 特性 ， 利 用 周期 控制 策略 周期 地 将 和 葡 列 糖 浓 度 从 “过 
量 ” 向 “饥饿 ”状态 进行 切换 ， 即 间隔 一 定 的 时 间 〈~6h) 补 加 和 葡 列 糖 达到 1 g/L, HL 4-5 
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个 周期 。 与 传统 分 批发 酵 批 次 的 最 高 产量 相 比 , 细胞 质粒 脱落 率 可 控制 在 较 低 水 平 (12%), 
细胞 总 浓度 增加 了 32.8%,B- 半 乳糖 苷 酶 的 产量 提高 了 80.696. Ye 等 站 利用 Propionibacterium 
freudenreichii 发 酵 生产 维生素 Bl2， 发 现 细胞 在 大 氧 环 境 中 生长 较 快 ， 但 是 长 期 在 大 氧 环 境 
中 培养 ， 生 成 的 丙 酸 浓度 较 高 ， 会 抑制 细胞 生长 ， 丙 酸 虽 然 能 在 有 和 氧 环境 中 被 细胞 氧化 分 
解 ， 但 细胞 长 期 处 在 有 氧 环境 下 会 造成 细胞 生长 速率 和 产物 合成 大 幅 下 降 。 因 此 ， 采 用 了 
一 种 周期 性 切换 有 氧 / 厌 氧 环境 的 方法 来 解决 上 述 问题 。 与 传统 厌 氧 发 酵 相 比 , 利用 上 述 “ 周 
期 控制 ”发 酵 的 细胞 浓度 提高 了 189%， 丙 酸 被 控制 在 较 低 水 平 (5.08 g/L22.78 g/L), AEE 
R Bi 产量 提高 了 一 倍 左右 。 申 渝 等 8 在 高 浓度 乙醇 连续 发 酵 过 程 中 ,将 稀释 速率 由 0.027h 
了 切换 至 0.04 h 时 ,后续 的 发 酵 过 程 处 于 周期 振荡 状态 ; 而 将 起 始 稀 释 速 率直 接 设 定 为 0.04 
h 1， 则 发 酵 过 程 可 以 达到 稳 态 。 与 稳 态 过 程 相 比 ， 周 期 振荡 发 酵 过 程 的 平均 残 糖 浓度 降低 
了 14.8%、 乙 醇 浓 度 增加 了 12.6%、 生 产 强 度 提高 了 12.3%。 马 善 康 等 由 通过 大 幅 改变 发 酵 
环境 、 利 用 双 碳 源 (甲醇 /甘油 ) 交替 刺激 毕 亦 酵母 高 效 表 达 人 尿 激 酶 原 ，5L HERRIE R 
表明 ， 与 对 照相 比 〈( 单 纯 流 加 甲醇 )， 双 碳 源 交 蔡 刺激 法 的 人 尿 激酶 原 酶 活 可 以 提高 57%。 
甲醇 营养 型 毕 赤 酵母 (Methylotrophic Pichia pastoris) 广 泛 用 于 异 源 蛋 白 的 表达 生产 [571， 
诱导 表达 一 般 在 高 细胞 密度 下 进行 。 在 Muts 型 毕 赤 酵母 表达 猪 w 干 扰 素 (pIFN-a) 的 过 程 
中 ,通常 甲醇 浓度 控制 在 5-10 g/L。 由 于 毕 赤 酵母 培养 是 高 度 好 氧 系统 ， 如 果 细 胞 长 期 处 于 
吾 定 /高 甲醇 浓度 的 环境 ， 会 造成 溶解 氧 浓度 (DO) 一 直 处 于 接近 于 0 (饱和 度 0%) KAR 
态 。 这 一 方面 造成 细胞 代谢 活性 的 下 降 ， 另 一 方面 由 于 0O: 荐 乏 、 胞 内 甲醇 代谢 的 第 一 步 氧 
化 反应 一 甲醇 +O: 一 甲醛 无 法 正常 进行 ， 毒 性 物质 甲醇 在 胞 内 积累 严重 ， 目 标 蛋 白 的 诱导 表 
达 效 率 较 低 。 为 此 ， 本 研究 提出 一 种 新 颖 的 周期 甲醇 诱导 控制 策略 ， 以 不 同 的 周期 长 度 将 
甲醇 浓度 和 DO 控制 在 “高 / 低 ” 和 “ 低 /高 ”的 水 平 ， 并 来 回 切 换 。 目 的 是 维持 重组 毕 赤 酵 
母 的 代谢 活性 、 绥 解 甲 醇 在 胞 内 的 积累 、 提 升 甲醇 的 诱导 效率 ， 最 终 提高 pIFN-Q 浓 度 及 其 
抗 病毒 活性 。 与 此 同时 ， 通 过 将 该 周期 甲醇 诱导 控制 的 发 酵 性 能 与 甲醇 浓度 (8-10 g/L) 和 
DO (DO~20%) 定 值 控制 下 的 性 能 进行 对 比 ， 验 证 该 周期 控制 策略 的 有 效 性 ， 为 毕 赤 酵母 
高 效 表 达 异 源 和 蛋白 的 过 程控 制 提供 一 些 有 用 信息 。 
1 材料 与 方法 
1.1 实验 菌株 和 培养 基 


菌株 : 重组 巴 斯 德 毕 赤 酵母 (Pichia pastoris) KM71H (IFNa-pPICZaA) Wik, Hi 
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海 市 农业 科学 院 畜牧 兽医 研究 所 重点 实验 室 构建 。 
平板 活化 培养 基 (g/L): 葡萄 糖 20， 和 蛋白 肛 20， 酵 母 粉 10， 琢 脂 20, pH 自然 。 
种 子 培养 基 (g/L): 葡萄 糖 20， 和 蛋白 肛 20， 酵 母 粉 10，pH 自然 。 
5L RREI JEA (g/L): 甘油 20 mL/L, MgSO. 1，K2SO4 1，(NH2SO4 5, CaSO4 

0.1，H3PO4 2% (V/V), PTM: 10 mL/L, pH 6.0. 


甘油 流 加 培养 基 (g/L): 甘油 500 mL/L, MgSO4 0.03, (NH4)2SO4 0.5, KH2PO; 0.5, PTM: 
10 mL/L, pH 6.0。 

诱导 流 加 培养 基 (g/L): 纯 甲 醇 + 10 mL/L PTMi1,， pH 5.5. 
12 ”实验 方法 
1.2.1 种 子 培 养 

从 YPD 固体 平板 上 挑 取 米 粒 大 小 的 菌 体 ， 接 种 于 装 有 50 mL 种 子 培 养 基 的 500 mL 三 
SAH © ÆRE 30 C. 220 r/min 的 条 件 下 ， 培 养 24P， 作 为 镀 发 酵 的 种 子 液 。 
122 SL 发酵 钠 高 细胞 密度 分 批 补 料 培 养 

毕 赤 酵母 分 批 补 料 培养 在 5 L 发 酵 炙 (上 海 保 兴 公 司 ，BIOTECH-5BG)， 配 有 pH/DO 
电极 (瑞士 梅 特 勒 公司 ) 中 进行 。 初 始 装 液 量 为 2.3 L， 接 种 量 为 13% (V/V). 培养 开始 后 ， 
通气 量 控制 在 3 vvm (空气 ), 初始 搅拌 转速 为 300 rpm, 手动 提高 搅拌 转速 将 DO 始终 维持 
在 10% 以 上 。 当 初始 培养 基 中 的 甘油 消耗 列 尽 后 ， 采 用 改进 型 DO-StatIg 控 制 策略 进行 甘油 
流 加 。 如 果 使 用 最 大 搅拌 转速 (700 rpm), DO 下 部 基线 仍 不 能 维持 在 10% 以 上 则 通 入 纯 氧 
RE. 用 5% (V/V) 的 氨水 将 pH 维持 在 6.0， 培 养 温度 控制 在 30 \C 。 在 细胞 达到 高 密 
度 ~125 g-DCW/L (ODo600~500) 后 (培养 时 间 约 25 h)， 停 止 甘油 流 加 。 再 经 过 1~2h 的 “ 饥 
IRERE”, 完全 耗 尽 发 酵 液 中 残留 的 甘油 。 
1.2.3. 利用 重组 Pichia pastoris 的 甲醇 诱导 发 酝 生 产 pIFN-a 

“饥饿 培养 ”结束 时 ，DO 急剧 上 升 。 此 时 首先 将 纯 氧 切换 成 空气 进行 通气 ， 并 将 温度 
和 pH 分 别 控制 在 20 ‘和 5.5。 利 用 低温 加 热 循环 模 “ 上 海 一 恒 科 技 有 限 公司 ，MP-10C) 
控制 诱导 温度 。 添 入 少量 甲醇 ， 待 DO 开始 下 降 、OUR (氧气 消耗 速度 ) 开始 上 升 ， 细 胞 
开始 适应 甲醇 存在 的 环境 后 ， 正 式 流 加 诱导 培养 基 、 启 动 甲醇 诱导 。 甲 醇 诱导 控制 策略 一 
共有 3 个: COD 甲醇 浓度 定 值 控 制 (诱导 策略 1 )， 利 用 甲醇 电极 在 线 检测 系统 (华东 理工 
大 学 ，FC-2002)、 以 ON-OFF 的 方式 全 程 在 线 控制 甲醇 浓度 在 5-10 g/L 的 范围 内 。(2) DO 


定 值 控 制 (诱导 策略 I)。 利 用 工控 机 《人 台湾 研华 科技 股份 有 限 公 司 ，EVOC 810A) 和 内 置 
的 AD-DA 数据 接口 /转化 卡 ( 台 湾 研 华科 技 股份 有 限 公 司 ，PCL-812PG)， 驱 动 程序 可 调式 蠕 
IIR (河北 保定 兰 格 公司 ，BT00-50M)， 以 极 低 的 速度 流 加 甲醇 CF = F* + Kex (DO -DOse0D， 
F 0)， 全 程 将 DO 控制 在 其 设 定 值 (DOss=20%) 附近 。 这 里 ，F 是 甲醇 流 加 速度 ，F* 

是 “基准 ” 流 加 速度 CF* = 0.7 mL/min)， 控 制 参数 Ke 设 定 在 0.05。(3) 甲醇 周期 诱导 控制 
(发 酵 环 境 在 “高 甲醇 浓度 / 低 DOF “A DO/ 低 甲醇 浓度 ” 间 来 回 切换 ， 诱 导 策略 TID, 
将 甲醇 浓度 和 DO 分 别 控制 在 5-10 g/L/~0% 和 0 g/L/~20% 左 右 的 水 平 , 并 按照 一 定 的 “环境 
周期 长 度 ” 来 回 切换 ， 维 持 5-6 个 循环 ， 使 总 诱导 时 间 达 到 70-80 h. 
1.2.4 分析 测定 方法 

利用 分 光 光 度 仪 《 尤 尼 柯 ( 上海) 仪器 有 限 公 司 ，7200 型 ) 测定 在 波长 600 nm 处 的 吸 
光 值 (ODeo ), W W A H FE C g-DCW/L ) 与 ODooo 吸光 值 的 线性 关系 
(g-DCW/L=0.25xODe00), 确定 细胞 干 重 g-DCW/L « 发 酵 液 中 的 甲醇 浓度 由 气相 色谱 仪 (上 
海 精 密 科 学 仪器 有 限 公司 , GC112A, FID 检测 器 ; Alpha-Col AC20 EAEI, 澳大利亚 SGE 
公司 ) 测定 ， 测 定 方 法 同文 献 四 。 胞 内 甲醇 浓度 的 测定 ， 首 先 按 Suye 等 09 所 报道 的 方法 进 
行 细胞 破 壁 、 离 心 后 得 到 无 细胞 的 酶 液 ， 然 后 通过 气相 色谱 仪 测定 ， 方 法 同上 述 发 酵 液 中 
甲醇 浓度 的 测定 。 比 甲醇 消耗 速率 计算 方法 与 参考 文献 0 相同 ,利用 与 工控 机 /AD-DA 数据 
采集 转化 卡 连接 的 电子 天 平 〈 上 海 海 康 电 子 仪 器 厂 ，JA1102) 计量 诱导 培养 基 闭 液 瓶 的 重 
量 损 失 得 到 。 采用 SDS-PAGE 凝 胶 电 泳 (Bio-Rad 小 型 垂直 电泳 ,美国 伯乐 公司 ) 对 pIFN-o 
定性 分 析 ， 测 定 方法 同文 献 01。 经 过 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 分 析 后 ， 通 过 G:Box 生物 成 像 系 
统 和 基因 工具 软件 (英国 SynGene 公司 ) 对 发 酵 pIFN-a 的 浓度 进行 定量 。pIFN-o 抗 病毒 活 
性 测定 方法 同文 献 岂 。 利 用 尾气 分 析 仪 〈 韩 国 LOKAS 公司 ，LKM2000A) 在 线 检测 尾气 中 
Oo 和 CO; 分 压 ， 氧 气 消 耗 速率 (OUR)、 二 氧化 碳 释 放 速 率 (CER) 通过 标准 计算 公式 
确定 。 醇 氧化 酶 CAOXO 活性 按 Suye 等 9 所 报道 的 方法 进行 测定 。 这 里 ，AOX 活性 定义 
为 : 每 分 钟 由 甲醇 生成 1 py-mol H202 为 1 个 酶 活 单位 U。 甲 醛 脱氧 酶 (FLD〉 和 甲酸 脱氧 酶 
(FDH) 活性 按 文献 所 报道 的 方法 进行 测定 。 以 上 测量 在线 测 量 除外 ) 均 进 行 3 次 平 
行 测定 ， 取 其 平均 值 作为 最 终 的 测定 值 。 
2 结果 与 讨论 
21 定 值 控制 甲醇 条 件 〈 诱 导 策 略 I) 下 的 pIFN-a 诱 导 表达 性 能 


当 细 胞 浓度 达到 ~125 g-DCW/L， 启 动 甲醇 定 值 控制 策略 GERAD), 将 甲醇 浓度 控制 在 
5-10 g/L, DO 在 诱导 开始 3-5 h 后 降低 到 0% 水 平 。pIFN-a 浓 度 逐 渐 上 升 、 但 在 诱导 60h 
后 开始 下 降 ， 最 终 的 细胞 浓度 、pIFN-a 浓 度 和 抗 病 毒 活性 分 别 为 150 g-DCW/L、0.79 g/L 和 
2.10x107IUmL (K| 1). K 2 是 实施 不 同 诱导 控制 策略 时 、pIFN-Q. 的 SDS-PAGE 分 析 结 果 。 
如 图 2 所 示 ， 随 着 诱导 的 进行 (诱导 时 间 增 大 )， 目 标 蛋 白 pIFN-a 条 带 (16KDa) 的 强度 

(pIFN-a 蛋 白 浓 度 ，Run#1) 也 有 所 增加 ， 但 增强 幅度 不 大 。 

前 期 研究 表明 09, 在 低温 20 'C 下 进行 诱导 , 催化 甲醇 代谢 的 第 1 个 酶 、 醇 氧化 酶 AOX 
的 活性 高 ， 目 标 蛋 白 产量 大 ， 胞 外 蛋白 酶 分 泌 量 小 、 目 标 蛋 白 不 易 降 解 ， 发 酵 性 能 改善 明 
显 。 但 此 时 0; 的 需求 量 更 大 、 整个 诱导 期 , DO 基本 上 全 程 在 接近 于 0% 的 极 低 水 平 下 徘徊 。 
毕 赤 酵母 中 的 甲醇 代谢 有 两 条 途径 : 甲醛 异化 产能 途径 和 目的 蛋白 合成 途径 (21。 外 添 的 
甲醇 首先 进入 到 细胞 质 中 ,然后 在 过 氧化 物 酶 体 中、 通过 醇 氧化 酶 AOX 的 催化 ， 氧 化 生成 
甲醛 。 部 分 中 间 产 物 甲醛 从 过 氧化 物 酶 体 脱 离 后 ， 进 入 异化 产能 途径 (PathwayA)， 首 先 由 
甲醛 脱氧 酶 (FLD) 转化 为 甲酸 ， 甲 酸 再 由 甲酸 脱氧 酶 (FDH) 彻底 氧化 为 CO2、 向 胞 外 释 
放 。 与 此 同时 ， 该 途径 产生 出 大 量 NADH 为 同化 途径 提供 能 量 支 撑 。 另 一 部 分 甲醛 则 进入 
蛋白 合成 途径 〈 同 化 途径 ，Pathway B)， 合 成 目标 异 源 蛋白 。 但 是 ，(1) AOX 活性 在 低温 
诱导 下 大 幅 提 高 ， 导 致 耗 氧 更 加 剧烈 ， 极 低 的 DO 水 平 使 得 甲醇 ~ 甲醛 的 氧化 反应 难以 高 
Air: (OO 甲醇 在 胞 外 / 胞 内 存在 浓度 梯度 ， 当 甲醇 控制 浓度 处 于 高 水 平 〈8-10 g/L) 时 ， 
外 部 甲醇 会 不 断 进 入 胞 内 ， 而 甲醇 一 甲醛 的 氧化 反应 又 不 能 高 效 进行 、 导 致 胞 内 甲醇 的 严 
重 积 累 ， 造 成 < 甲醇 中 毒 ” 现 象 、pIFN-a 诱 导 表 达 性 能 下 降 。 此 时 胞 内 甲醇 浓度 最 高 可 达 
0.01387 g/g-DCW (BI 3b); (3) 如 果 利 用 通 纯 0; 方 式 ， 能 将 DO 控制 在 较 高 水 平 、 甲 醇 -> 
甲醛 的 氧化 反应 得 以 高 效 进行 ， 且 异化 产能 途径 中 的 FLD 和 FDH 的 酶 活 又 远 远 高 于 AOX 
的 酶 活 ( 图 3- 图 4)， 毕 去 酵母 中 的 〈 中 间 ) 毒性 物质 甲醇 、 甲 醛 和 甲酸 可 全 部 氧化 /利用 ， 
其 积累 可 大 大 缓解 ，pIFN-ao 诱 导 表 达 性 能 得 以 进一步 提升 03; C4) 同时 利用 纯 Oo 和 甲醇 虽 
然 可 以 提高 目标 异 源 蛋 白 的 表达 水 平 ， 但 它 存在 操作 成 本 高 、 存 在 安全 隐患 等 诸多 问题 。 
因此 ， 需 要 开发 低 成 本 、 更 高 效 、 无 安全 隐患 的 新 型 甲醇 诱导 控制 系统 。 

周期 甲醇 诱导 控制 有 解决 上 述 问 题 的 可 能 : CIO 将 甲醇 浓度 降低 到 ~0 g/L 水 平 后 ， 胞 
外 DO 迅速 上 升 、0; 可 迅速 进入 到 胞 内 ， 使 得 细胞 代谢 活性 得 以 恢复 ; (2〉 此 时 胞 外 甲醇 
匮乏 、 无 法 再 向 胞 内 扩散 ， 这 可 使 胞 内 原来 大 量 聚 集 的 甲醇 得 到 利用 〈 于 氧化 产能 /目标 蛋 
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成 )， 绥 解 “ 甲 醇 中 毒 " 效 应 、 降 低 胞 内 甲醇 浓度 ， 维 持 实质 性 的 甲醇 诱导 ; G) 待 胞 内 
甲醇 基本 消耗 殉 尽 、 再 迅速 将 发 酵 液 中 的 甲醇 浓度 提高 到 高 水 平 ， 继 续 / 重 复 维持 正常 甲醇 
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Fig.1 pIFN-a production performance using different induction control strategies 
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图 2 实施 不 同 诱导 控制 策略 时 pIFN-Q. 的 SDS-PAGE 分 析 结 果 
Fig.2 SDS-PAGE analysis result of pIFN-o using different induction control strategies 


2.2” 定 值 控 制 DO 条 件 〈 诱 导 策略 ID 下 的 pIFN-o 诱 导 表达 性 能 
以 前 述 的 、 极 低速 率 流 加 甲醇 《=F*+ Kex (DO-DOsa), F>0), 4 DO 大 致 控制 在 
20% 左 右 。 使 用 该 策略 (诱导 策略 IL, HA2 可 将 DO 维持 在 10%~35%， 发 酵 液 中 的 甲 
醇 浓 度 几 乎 全 程 停留 在 0.0-1.0 g/L 的 低 水 平 。 诱 导 76 h， 最 


终 细胞 浓度 、pIFN-a 浓 度 仅 有 


120.3 g-DCW/L 和 0.34 gL CÉd 1)。 目 标 和 蛋白 pIFN-a 的 条 带 的 强度 (pIFN-a 和 蛋白 浓度 ， 图 
2-Run#2) 几乎 没有 加 深 ，pIFN-a 无 法 正常 表达 。 根 据 所 报道 的 甲醇 代谢 机 制 ， 较 高 的 DO 
控制 水 平 ， 理 论 上 可 以 使 甲醇 一 甲醛 的 氧化 反应 正常 进行 ， 但 发 酵 液 中 的 甲醇 浓度 却 又 太 
低 ， 胞 外 / 胞 内 的 浓度 梯度 小 、 外 部 甲醇 无 法 进入 胞 内 ， 使 得 胞 内 甲醇 浓度 过 低 ， 甲 醇 一 甲 
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对 的 氧化 反应 难以 正常 进行 。 因此 , pIFN-c 诱 导 表 达 性 能 远 低 于 使 用 “诱导 策略 了 时 的 水 平 。 
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图 3 不 同 诱导 策略 下 胞 内 AOX 活性 变化 和 甲醇 积累 情况 
Fig.3 Variations/accumulation of Intracellular AOX activities and methanol concentration using different induction control 
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4 不 同 诱导 策略 下 胞 内 FLD 和 FDH 活性 变化 情况 


Fig.4 Variations of Intracellular FLD and FDH activities using different induction control strategies 


2.3 ”甲醇 周期 诱导 控制 (诱导 策略 ID 下 的 pIFN-oi GAIAM BE 

如 前 所 述 ， 甲 醇 周 期 诱导 控制 就 是 要 让 发 酵 环 境 在 “高 甲醇 浓度 / 低 DO” 和 “高 DO/ 
低 甲 醇 浓 度 ” 间 来 回 切换 《诱导 策略 M, HAKE). 
2.3.1 甲醇 周期 诱导 控制 不 同 状态 切换 /维持 周期 长 度 的 确定 

不 同 于 化 学 反应 ， 生 物 反 应 对 操作 变量 〈 甲 醇 流 加 速度 等 ) 变化 的 时 间 响 应 较 慢 。 对 


于 本 发 酵 系统 而 言 ， 通 过 快速 添加 纯 甲 醇 、 提 升 发 酵 液 中 的 甲醇 浓度 〈 至 设 定 水 平 ) 的 速 
度 较 快 、 耗 时 较 短 ， 但 通过 消耗 甲醇 、 将 甲醇 从 高 浓度 下 降 到 低 浓 度 则 耗 时 较 长 。 这 也 是 
本 甲醇 周期 诱导 控制 策略 在 20C 下 实施 的 一 个 原因 ， 因 为 此 时 AOX 活性 高 、 甲 醇 消耗 速 
度 相 对 较 快 。 


—IC 
AC iros = Kpr ^ (Creon > C meow) x [= Creon X FueoH X T (la) 
AC on & K pr X Cmon XT — Cmon X meon XT (1b) 


由 于 所 有 与 甲醇 相关 的 反应 都 是 在 胞 内 进行 的 。 在 此 ， 我 们 提出 了 一 个 有 关 甲 醇 胞 内 
积累 的 简单 公式 (公式 la) XE, Cmon = C'Óweon. AC Meons rmon 和 工分 别 是 发 酵 液 
中 的 甲醇 浓度 (g/g-DCW)， 胞 内 甲醇 平均 浓度 (g/g-DCW)， 特 定 诱导 时 间 内 胞 内 甲醇 浓 
度 的 增 量 (g/g-DCW)， 甲 醇 比 消耗 速度 (1/h〉 和 诱导 时 间 间 隔 h). Kor 是 甲醇 从 胞 外 向 
胞 内 的 扩散 系数 (1/h)。 由 于 胞 外 甲醇 浓度 远大 于 其 胞 内 浓度 ， 公 式 1a 可 进一步 简化 成 公 
XX 1b (忽略 CCveon)。 我 们 根据 公式 lb 并 选取 发 酵 批 次 # (甲醇 浓度 定 值 控 制 ) 的 实验 数 
据 (图 3b 和 图 5a) 来 确定 扩散 系数 Koro AC! meom Cmeons rmeon 和 工分 别 为 0.005g/g-DCW 
《0.0025->0.0075， 图 3b)、0.064 (g/g-DCW, ~8/125=0.064, 8 g/L 甲醇 对 125 g-DCW/L 细 
胞 )、0.025 h f 25h C10 h~35h， 批 次 #1， 图 3b 和 图 5a)， 可 计算 得 到 甲醇 从 胞 外 向 胞 内 
的 扩散 系数 Kor 为 0.028 h!。 为 简单 起 见 ， 在 确定 不 同 诱导 状态 的 周期 长 度 时 ， 假 定 : CD 
在 高 浓度 甲醇 (8-10 g/L) 的 诱导 条 件 下 ， 单 个 (循环 ) 周期 Ti 内 、 胞 内 甲醇 浓度 增 量 最 多 
不 允许 超过 0.001 g/g-DCW(CACICmeog=0.001), Cmeon 和 rmeon 分 别 为 0.064 g/g-DCW 和 0.025 
Ph。 根据 公式 1b， 高 浓度 甲醇 下 的 诱导 周期 长 度 Ti 应 控制 在 52h。(2) 在 低 浓度 甲醇 (0-1 
gL) 的 诱导 条 件 下 ,单个 周期 了 ;内 、 胞 内 甲醇 浓度 减 量 控制 在 0.001 g/g-DCW 左右 (ACICMeoH 
=-0.001), Cmon 和 mweo 分 别 为 0.032 g/g-DCW (使 用 该 时 段 内 发 酵 液 中 甲醇 的 平均 浓度 ) 
和 0.010 hr! (图 5a)， 且 规定 胞 外 甲醇 不 继续 扩散 进入 胞 内 。 根 据 公 式 1b， 计 算得 到 低 浓度 
甲醇 下 的 诱导 周期 长 度 To 应 为 3.1 h。 高 / 低 甲 醇 浓 度 下 的 诱导 周期 长 度 比 为 1.68。 根据 以 上 
里 论 模 拟 数据 和 本 发 酵 系 统 的 实际 情况 ， 最 后 我 们 将 高 / 低 甲 醇 浓度 下 的 实际 诱导 周期 长 度 
Ti 和 To 分 别 确 定 为 7n 和 4h， 相 应 的 诱导 周期 长 度 比 为 1.75。 
2.3.2 甲醇 周期 诱导 控制 策略 强化 甲醇 的 利用 速度 和 细胞 代谢 活性 
文献 报道 指出 (91， 甲 醇 比 消耗 速率 大 小 可 以 反映 甲醇 在 胞 内 的 代谢 情况 。 一 般 情况 下 、 
甲醇 比 消耗 速率 高 ， 目 标 蛋 白 的 产量 也 高 。 图 Sa 比较 了 三 个 不 同 发 酵 批 次 的 甲醇 比 消耗 速 


MH 


率 的 变化 情况 。 使 用 甲醇 周期 诱导 控制 策略 〈 批 次 妇 ) 时 的 甲醇 平均 比 消耗 速率 是 最 高 的 
(0.0245 h1)， 甲 醇 浓 度 定 值 控制 的 次 之 (0.0220 h1)，DO 定 值 控制 条 件 下 的 甲醇 平均 比 消 
耗 速率 最 低 〈0.0105 hr)， 不 到 其 他 两 个 批 次 的 一 半 。 图 5b 和 图 5c 比较 了 批 次 #1 (甲醇 浓 
度 定 值 控制 ) 和 批 次 #3 (甲醇 诱导 周期 诱导 控制 的 OUR 和 CER KE GERE 的 呼吸 活 
性 太 低 ， 数 据 未 显示 )。 批 次 #1 的 OUR 和 CER 在 诱导 15 h 后 达到 稳定 值 ， 之 后 呈现 出 逐 
渐 下 降 的 趋势 ， 批 次 #3 的 OUR 和 CER 随 着 发 酵 环 境 条 件 的 不 断 切换 、 呈 现 出 周期 性 变化 
的 趋势 ， 但 两 者 的 水 平 总 体 水 平 仍然 高 于 批 次 #1 PAK PE RQ 基 
本 相同 、 均 稳定 在 0.4-0.5 之 间 (图 Sd)， 这 说 明 甲醇 周期 控制 发 酵 过 程 中 的 异化 供 能 途径 
和 同化 途径 同时 得 到 了 强化 。CER 产生 于 甲醛 异化 供 能 途径 (Pathway A) 中 、 并 释放 出 
NADH; 而 OUR 则 用 于 甲醇 ~ 甲醛 的 氧化 反应 和 氧化 磷酸 化 反应 中 , 后 者 将 NADH 转化 成 
ATP、 为 甲醛 同化 途径 (Pathway B) 合成 目标 蛋白 和 生长 细胞 提供 能 量 023。 值 得 注意 的 是 ， 
在 诱导 期 最 后 20 h， 甲 醇 周 期 控制 〈 批 次 妈 ) 的 OUR 依旧 高 于 甲醇 定 值 控制 (对照 ， 批 次 
#1) 的 相应 值 ， 但 RQ 却 下 降 到 0.4 以 下 ， 说 明 此 时 甲醇 代谢 的 能 量 效率 NADH 的 利用 效 
率 ) 有 所 增加 、 达 到 更 高 水 平 。 这 也 是 诱导 后 期 pPIFN-o 浓 度 能 够 持续 增长 的 另 一 个 重要 原 
因 。 
2.3.3 利用 甲醇 周期 诱导 控制 策略 提高 pIFN-a 诱 导 表达 性 能 

根据 前 述 的 控制 策略 ， 先 将 甲醇 浓度 ON-OFF 控制 于 较 高 水 平 (5-10 g/L)， 维 持 7h。 
然后 , 利用 “诱导 策略 严 "的 方法 将 DO 大 致 控制 在 20% 左 右 , 维持 4h。 重 复 实 施 上 述 策略 、 
一 共 6 个 循环 ， 总 诱导 时 间 为 79h。 使 用 该 控制 策略 ，pIFN-a 蛋 白 浓度 稳步 上 升 ， 最 终 的 
细胞 浓度 、pIFN-a 浓 度 和 抗 病毒 活性 分 别 达到 190 g-DCW/L、2.01 g/L 和 3.90x107 IU/mL, 
明显 高 于 其 他 两 个 批 次 (图 1)。 使 用 甲醇 周期 诱导 控制 策略 下 的 pIFN-Q 抗 病毒 活性 是 甲醇 
定 值 控 制 策 略 ( 批 次 得 〉 相 应 值 的 1.86 倍 ( 图 1)。 随 着 诱导 的 进行 ， 目 标 和 蛋白 pIFN-Q 的 
SDS-PAGE 条 带 (16 KDa) 的 强度 (pIFN-Qa 和 蛋白 浓度 ， 图 2-Run#3) 明显 增加 ， 间 接 支持 
了 pIFN-a 浓 度 大 幅 提 升 的 结论 。 

前 期 研究 表明 09， 甲 醇 利 用 慢 型 毕 赤 酵 母 (Muts) 偏好 较 高 浓度 的 甲醇 诱导 环境 。 本 
文采 用 的 pIFN-a 生 产 菌 属于 Muts 型 菌株 ， 较 高 浓度 的 甲醇 对 pIFN-a 诱 导 表达 有 利 。 甲 醇 
诱导 浓度 过 低 ， 诱 导 强度 不 够 ， 浓度 过 高 则 会 产生 “甲醇 中 毒 " 现 象 ， 最 佳 甲醇 诱导 浓度 在 
5-10 g/L JEENS., HERH 的 甲醇 定 值 控制 就 是 将 甲醇 浓度 控制 在 5-10 g/L 的 最 佳 范 围 内 ， 


但 该 策略 存在 细胞 代谢 活性 逐渐 下 降 和 胞 内 甲醇 逐渐 积累 等 缺陷 ， 即 使 在 20C 诱 导 的 条 件 


下 、pIFN-c 浓 度 和 抗 病毒 活性 的 提升 幅度 依旧 非常 有 限 09。 上 所 提出 的 甲醇 周期 诱导 控 


2p 


略 在 较 长 的 时 段 (7 h)、 控 制 甲醇 浓度 在 5-10 g/L 的 最 佳 范围 内 ， 强 化 诱导 强度 ， 而 在 较 短 
的 时 段 (4h) 提升 DO 水 平 到 20% 左 右 〈 甲 醇 浓度 自动 降 到 接近 0 g/L)， 用 来 恢复 细胞 代 
谢 活性 和 解除 胞 内 甲醇 浓度 的 积累 ， 此 时 ， 细 胞 在 消耗 利用 胞 内 甲醇 的 同时 、 依 旧 可 以 利 
用 胞 内 残存 甲醇 进行 有 效 诱导 。 因 此 ， 利 用 所 提出 的 甲醇 周期 诱导 控制 策略 来 调控 甲醇 流 
加 速率 ， 可 以 起 到 恢复 细胞 代谢 活性 、 降 低 胞 内 甲醇 浓度 和 有 效 维持 实质 性 的 甲醇 诱导 的 
三 重 作 用 ， 其 诱导 效果 比 定 值 控制 甲醇 浓度 在 5-10 g/L 最 佳 范围 的 策略 更 加 优越 ， 也 突显 


出 了 该 策略 的 新 里 性 和 实用 性 。 
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5 不 同 诱导 策略 下 的 甲醇 比 消耗 速率 、OUR、CER 和 RQ 的 变化 
Fig.5 Variations of specific methanol consumption rates, OUR, CER and RQ using different induction strategies 


3 结论 


本 论文 提出 了 一 种 新 颖 的 甲醇 周期 诱导 控制 策略 来 改善 毕 赤 酵母 诱导 表达 pIFN-a 的 性 
能 。20 诱导 条 件 下 、 以 不 同 的 周期 长 度 将 甲醇 浓度 和 DO 在 “高 / 低 水 平 ” 和 “ 低 /高 水 
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平 ” 来 回 切换 ， 先 将 甲醇 浓度 ON-OFF 控制 于 5-10 gL， 维 持 7h; 然后， 通过 降低 甲醇 流 
加 速度 、 将 DO 大 致 控制 在 20% 左 右 ， 维 持 4h。 重 复 实 施 上 述 方 法 、 一 共 6 个 循环 。 所 提 
出 的 甲醇 周期 控制 策略 可 以 : CIO 提高 并 维持 重组 毕 赤 酵母 的 代谢 活性 和 甲醇 比 消耗 速度 
于 高 水 平 ; (2) 降低 胞 内 甲醇 浓度 到 极 低 水 平 ( 夺 0.003 g/g-DCW)、 消 除了 “甲醇 中 毒 ” 
效应 、 胞 内 积累 的 甲醇 得 到 了 充分 利用 ; G) 最 终 pIFN-Q 活 性 达到 3.90x107 IU/mL 的 最 高 
水 平 ， 是 使 用 “次 优 ” 控 制 策略 -甲醇 浓度 定 值 控制 策略 时 、 最 终 pIFN-a 活性 的 1.86 fii. 
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Enhancing pIFN- a Production by Pichia Pastoris via Periodic Methanol 


Induction Control 


YAN Jian JIA Lu-qiang DING Jian SHI Zhong-ping 


(Key Laboratory of Industrial Biotechnology, Ministry of Education, School of Biotechnology, Jiangnan University, Wuxi 214122, China ) 


Abstract In the process of expressing porcine interferon- à. (pIFN-a) by methylotrophic Pichia pastoris 
under high cells density, methanol concentration is generally controlled at relatively high levels of 5-10 g/L with 
the dissolved oxygen concentration (DO) naturally declining to near 0% level. Heterologous proteins induction 
by P. pastoris is an extremely high aerobic system. If P. pastoris is subject to the environments of high methanol 
concentration and low DO for a long period, the cells metabolic activity and heterologous protein expression 
efficiency of P. pastoris would significantly deteriorate; intracellular methanol could severely accumulate, and 
the intracellular methanol can not be effectively oxidized by/energizing for methanol dissimilation route to 
synthesize the targeted protein. In this study, a novel periodic methanol induction control strategy was proposed 
and implemented at 20 'C. During the induction period, methanol was firstly controlled at the high 
concentration level of 8-10 g/L with DO level naturally staying at ~0% for 7 h. Then raising/maintaining DO 
around 2096 by reducing methanol feeding rate. By doing so, methanol concentration naturally reduced to low 
level of 0-1 g/L, and then the environment of high DO/low methanol concentration was created and kept for 
another 4 h. A total of 6 such cycles was repeated. By periodically shifting methanol concentration and DO in 
between “high/low” and “low/high” environments, the metabolic activity of P. pastoris could be recovered and 
maintained at higher levels for longer time; intracellular methanol concentration could be reduced to a very low 
level ( 0.003 g/g-DCW) but without deteriorating pIFN- a induction, the methanol toxicity was greatly 
relieved. As a result, pIFN-a activity reached the highest level of 3.90x107 IU/mL, which was 86% higher than 
that using the traditional constant methanol concentration control strategy. The proposed periodic methanol 
induction control strategy showed its effectiveness in pIFN- a production and would supply the useful 
information/reference for other heterologous proteins fermentation processes. 


Key words Pichia pastoris Methanol Periodic control DO  pIFN-a 
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